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~ 1. 緒論
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論文内容の要旨
Ergothioneine (2 -mercaptohistidine trimethy l-betain) は広く動植物界に存在する化合物
で、 anserine 、 carnos ine と同様、ヒスチジン誘導体の一つである(図 1 )0 1909年Tanret ら 1 )により
分離されたが、確実な定量法が発見されず、ょうやく 1954年になってMelville ら 2 、 3 、 4) によってHu­
nter 5) のジアゾ法を改良して動物組織中濃度が測定できるようになった。
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図 1 Ergothioneine 
Ergothioneine はカビでは生合成されるが、高等植物、動物では生合成きれないとされている。 6.7)
8) 9) 
しかしその生理作用については、 nicotinamide riboside phosphorylase のcofactor としての作用、
insulin の分解抑制作用 10)等二、三の報告があるが、その生体内の役割については、ほとんど何も知
られていない現状である。
藤沢薬品においては チオクト酸の関発に関連して生体内-SH 基を有する化合物として本物質に
注目し、青沼教授指導のもとで当時の浜嘉夫助教授(現神戸学院大学教授)と Ergothioneineに関する
生理化学的研究の協同研究を始めた。
まず簡易かつ正確な定量法を組上げ、動物組織内濃度を測定し、一方3H -ergothioneine を投与し、
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その生体内分布を検討した。さらに生体内 E rgothioneine の起源を追求する目的で、受精卵中の動態、
無[宥動物での体内分布を調べた。
組織内濃度の検討において 特に Ergo thioneineが生殖臓器に高濃度に含有され、またとり込まれ
易いことから生体内で生殖腺に何らかの生殖作用を有しているのではないかと考え検討を加え、精液
中でのErgothioneine の生理的意義を解明した。
~ 2. 本 うAH問
Ergothioneineがparachloromercuri benzoate (PCMB) と反応し、 N-ethylmaleimide (NEM) 
と反応しないことを応用し、 PCMBによる- SH化合物の定量を232mμで行ない、 NEM により共存
する SH 化合物を300mμ で測定し、補正を行ない、 Ergothioneine 量を簡易かっ正確に定量出来る
}j i:去を確立した。この方法を用いて、ラット臓器内濃度、モルモット精液中濃度他を測定したところ、
肝、腎、精液中に高濃度に認められた(表 1 )。
表1. 臓器及び体液中の定量値
本法による値 丈 献 1i{( 
mg /wet tissue (100g ) mg / wet tis sue (100 g ) 
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また、 3H -ergothioneine を腹腔内投与したところ、精のう、肝、腎に放射性物質のとり込みが多
くみられ、経口投与でも精のう、腎、小腸に高濃度にとり込まれた。外部より投与された 3H -erｭ
gothioneine が腹腔|付投与時に腎に、経口投与時に小腸に多くみられるのは当然であるが、いずれの
投与法においても精のうに高い値が得られることを見出した(図 2 、図 3 )。
Ergothioneine が生殖臓器に多く分布し、また投与されたものが多くとり込まれることは、 Ergo­
thioneine が生殖器に何らかの作用を有していることを示唆するものである。
ラット肝細胞を用いての Subcellular の分布の検討では、化学定量で上清および膜に多く分布する
ことがわかり、投与した 3H - ergothioneine のとり込みの実験では上清部に多く認められた。
。。ヮ“つ山
動物体内で、のErgothioneine 生合成の可否をニワトリ受精卵をモテウレとして検討した。 Embryo の
中にとり込まれ、総量として
しかし、
重量が増加するに従って卵白中のErgothineine 量が減少し、 embryo
はむしろ減少していることが明らかになり、受精卵中での生合成を否定する成績が得られた。
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この成績のみで体内 Ergoth ione ine の基源が食餌性のものであるとは決められないので、腸内細菌
その組織内濃度を正常飼育動物の叢による Ergothioneine 生合成の可否について、無菌動物を用い、
ハHUっ“つω
それを比較検討した。
予想、に反して、ラット、マウスいずれにおいても各臓器中濃度は無菌動物の方が高い結果が得られ
た。これはErgothioneine の腸内細菌叢による生合成を否定するとともに、むしろ腸内細菌叢による
分解を考えざるを得ないものである。なお、無菌動物においても Ergoth ione ine が精のう、畢丸に高
濃度に含有されることが認められた(図 4 )。
図 4
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以上の成績から、 Ergothioneine は生殖腺に何らかの生理作用を有しているのではないかと推察き
れたので、特に生殖臓器に及ぼすErgothioneine の影響を検討した。
ステロールのモデルとして 14C -cholesterol を用い、ラット臓器切片へのとり込みに対する Er­
gothioneine の影響を検討した。 14C -cholesterol の精のつへの取込みはErgothioneine の添加に
より特異的に促進された。この作用は他の臓器については認められなかった。このことはErgothio­
neine がcholesterol の精のうへのとり込みにpenetrant carrier として働いていることを明らかに
し、生体内において特に生殖腺に作用を及ぽしていることを予想きせた。
去勢モルモット射精量に対する影響を検討した実験では、 testeron 単独投与よりも Ergoth ione ine 
添加の方が射精量の増大がみられた。しかし精液中fructose 含量はcontrol 群に比べては増加したが、
teststeron 群とは差がなかった。精液中のErgothioneine 含量は濃度的には去勢、 teststeron 投与
によっても影響を受けず、ほぽ一定値を保つことを明らかにした。この実験からはErgothioneine の
Androgen 作用に及ぼす影響を明らかにすることはできなかったが、 Ergothioneine の精液中濃度が
去勢によっても変化せず、むしろ増加傾向にあるという事実はErgothioneine の蓄積能に対する An­
drogen の影響を示すものであり、精子形成の際のErgothioneine の生理的役割を示しているものと
思われる。
射精精子、副畢丸精子の呼吸に及ぼすErgothioneine の影響をワールブルグ検圧計を用いて測定し
た。射精精子、副華丸精子いずれの実a験においても、 Ergoth ione ine の添加は明らかに呼吸を増大せ
しめ、糖の精子膜透過性を促進せしめた。 PCMBによる呼吸阻害に対しても、著しい回復作用を示し
ハv? ?つム
た(図 5 )。
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E rgoth ione ine の構造から考えて、この呼吸促進作用がSH基、イミ夕、、ゾール核、あるいは酸化還元
系など如何なるものに由来するかを確かめるため、 glutathione 、 histidine 、 ascorbic acid 添加
の影響を検討した。それらの物質はいずれも呼吸を全く促進せず、この作用は、 Ergothioneine に特
異的なものであることが判明した。
さらに、精子生存性に対する Ergothioneine の作用の検討で、はErgothioneine の添加は明らかに精
子の生存性を延長せしめた(図 6 )。
図 6
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これらの実験結果から、 Ergothione ine の生理作用が生殖臓器内において、精子を保護するごとに
ある事を明らかにした。
尚、その他の生理作用として、赤血球の膜透過性冗進、各臓器への薬剤のpenetrant carrier とし
ての作用、 ATPase に対する作用、ペルオキシダーゼに対する作用なども検討したが、いずれも生殖
臓器に対する程著明ではなかった。
~ 3. 結論
(1) Ergothioneine がPCMB と反応し、 NEMと反応しないことを応用し、 Hunter のジアゾ法より
も簡易かつ正確な定量法を確立し、動物臓器および体液中濃度を測定したところ、心、肝、腎、精
液、血液中に高含量に認められた。
(2) 外部より投与したErgothioneine の生体内動態を 3 H -ergothioneine を用いて検討した。腹腔
内投与では、腎、肝、精のう、小腸に多くとり込まれた。このことからも Ergothioneine が生殖腺
と関係のあることが示唆された。
(3) 肝細胞を用い、 subcellular の分布を検討したところ、化学的定量法では上清、膜に多く含まれ、
3 H -ergothioneine 投与では上清に多くとり込まれた。
(4) 生体内Ergothioneine の起源を追求する目的でニワトリ受精卵中のErgothioneine の動態をし
らべ、卵中では生合成されないことを確めた。
また、無菌動物を用い腸内細菌叢で、Ergothioneine が生合成きれるか否かを検討するため、組織
中濃度を正常飼育動物と比較したところ、無菌動物の方がむしろ高濃度に含有されており、腸内細
菌叢による Ergothione ine の生合成を否定した。
(5) 14C -cholesterol の臓器へのとり込みに及ぼすErgothioneine グ影響を検討し、 Ergothioneine
が特異的にステロールの精のうへのとり込みを促進することを明らかにした。
(6) 去勢ラットのteststeron による射精量の増加をErgothioneine は促進したが、精液中のFruc­
tose 、 Ergothioneine 濃度には影響を及ぼさなかった。 Ergothioneine の精液中濃度が外界より
の変化に対して常に恒常性に働くという事実を発見した。
(7) Ergothioneine は糖の精子細胞膜透過促進作詞を有し、精子の呼吸を促進した。この作用はEr­
gothioneine に特異的て、、glutathione 、 histidine 、 ascorbic ac id ではみられなかった。
また、 PCMB による呼吸の阻害に対しても回復作用を有した。このことから Ergothioneineが精
子の呼吸に対し、生理的活性を有し、また精子の保護作用を有していることを明らかにした。
(8) Ergothioneine は明らかに精子の生存性を延長させた。
論文の審査結果の要旨
エルゴチオネインの定量法を確立し、動物臓器および体液中の濃度を測定し、あわせて、 3H-エル
ゴチオネインを用い、その生体内分布を検討し、生理化学的重要な知見を得た。たとえば、無菌動物
と正常動物との違い、ステロールの精のうへの取り込み促進、精子、細胞膜透過促進作用、精子の生
存性、保護作用などに有効なことを確認した。従って本論文は薬学博士を与える価値があると認める
つ臼???
